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摘 要
:【目的】比较膜型基质金属蛋白酶一 1 (

n l e n l
b

r a n e ty p e 一 1 m a t ir x m e t a ll
o p r o t e i n a s e ,

MT I一入I M p )在大肝癌

(瘤体直径>3
C m )及小肝癌 (单肿瘤结节且瘤体直径 蕊 3

C n l
)组织中的表达差异

,

并探讨其在肝癌肿瘤细胞浸润
、

转移过程中的作用
。

【方法】应用半定量 R T一P C R 方法检测 M IT 一M M P m RN A 在 22 例大肝癌及 12 例小肝癌组织

中的表达 ; 应用免疫组化方法检测 M IT 一 M M P 蛋白在 53 例大肝癌及 40 例小肝癌组织中的表达
,

并分析 M IT -

M M P 蛋白表达水平与肝癌浸润
、

转移之间的关系
。

【结果」M IT
一M M P 蛋白在大

、

小肝癌组织中的表达差异显著

口愁。
.

00 7 )
,

但其 m R N A 水平的差异无统计学意义介
.0 693 ) ; M IT

一M M P 蛋白表达水平与肝癌浸润及转移之间均

呈正相关关系口卜。
.

0 2卜作 .0 00 1 )
。

【结论」调控 M IT
一 MM P 蛋白在肝癌组织中异常表达的关键环节可能是在转

录后水平进行
,

大肝癌肿瘤细胞的侵袭能力较小肝癌强与其高表达 M IT
一 MM P 蛋白有关

。
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肿瘤细胞对细胞外基质和基底膜成分降解是

肿瘤发生浸润和转移的先决条件
,

基质金属蛋白酶

是此降解过程中重要的酶
。

M IT
一 M MP 是新近所知

的膜型基质金属蛋白酶
,

目前认为其功能是激活明

胶酶 A (MM PZ )
,

促进 M M ZP 对基底膜成分如 W型

胶原和层粘蛋白的降解
,

并且 M IT
一 M M P 自身也可

直接发挥降解细胞外基质的作用 立’ 〕。 本研究旨在从

m R NA 及蛋白水平比较 M IT
一M M P 在大

、

小肝癌组
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织中表达的差异
,

分析其在肝癌肿瘤细胞浸润
、

转

移过程中的作用及探讨影响大
、

小肝癌生物学行为

差异的重要因素
。

1 材料与方法

1
.

1 标本收集与处理

筛选 1997
一2 0 03 年中山大学附属第一医院及

肿瘤医院送检的肝癌手术标本共 93 例
,

其中男性

81 例
,

女性 12 例
,

患者年龄 19 ~ 7 4 岁
,

中位年龄 4 7

岁
。

9 3例中大肝癌 (瘤体直径>3
C m ) 53 例

,

小肝癌

(单肿瘤结节
,

瘤体直径 〔 3 C n ,
)40 例

。

标本经 :1 5

的 10 0 m口 L 中性福尔马林固定
,

石蜡包埋
,

4 卜m

连续切片
,

常规 H E 染色后光镜下观察
,

病理检查

证实均为肝细胞癌
。

其中 12 例小肝癌标本及 22 例

大肝癌标本于手术离体后在无菌条件下立即放人

R N A 保护液中
,

.0 5 h 内置
一
80 ℃冰箱保存

。

参照 E d m on ds on 分级标准对所有病例进行组

织学分级
: I 级 5 例

、

n 级 49 例
、

111 级 27 例
、

W级

12 例
。

凡符合下列条件之一者即归为浸润阳性组
:

①肿瘤发生包膜侵犯 ;②周围有卫星结节 ;③门静

脉有癌栓
。

凡淋巴结
、

肺
、

胃
、

脑等肝外器官发现转

移灶者即归为转移阳性组
。

1
.

2 试 剂

免疫组化
: M IT

一M M P 兔抗 人多克隆抗 体

( N
e o M a r k e r s

公司 ) ; S P 超敏试剂盒 (迈新公司 )
。

半定量 RT一 P e R : T ir z o l ( I
n v i t r o g e n

公司 ) ;逆转录试

剂盒 ( M B I 公司 ) :

aqT 酶 ( P
r o m e g a

公 司 ) : DN A

M ar ke r
(广州华美公司 ) ; P c R 引物由上海生物工程

公司 合成
,

M IT
一M M P 基因引物序列为

: 5
` 一C A G

A GA A G G CA C A CA AA C G A 一3
`

; 5
’ 一 C A C T G G

T G A G A C A Ge C竹 G A一 3
’ ,

产物大小 17 2 b p : 用

G A PD H 作为内参照
,

其引物序列为
: 5

’ 一 C G G A GT

C A A C G G ATT T C G T A T 一 3
’
; 5

`一 A G C C竹 C T C

CA T G G T G G T G A A G AC一3
’ ,

产物大小为 3 2 0 b p
。

1
.

3 肝癌组织中 M T I一MM P 蛋白检测

免疫组化染色采用 SP 法
。

M IT
一M M P 一抗工

作浓度为 1 : 6 0
,

高压修复抗原
。

每次实验均以已知

阳性组织作为阳性对照
,

以 PB S 代替一抗作为阴性

对照
。

M IT
一M M P 免疫组化阳性反应的分级采用兼

顾阳性细胞染色强度和阳性细胞所占百分比的判

断标准
,

即每张切片随机选取 5 个高倍视野
,

按阳

性细胞所占百分比评分
:
阴性为 0

,

阳性细胞数小

于或等于 10 %为 1
,

大于 1 0%且小于或等于 50 %为

2
,

大于 50 %且小于或等于 75 % 为 3
,

大于 75 %为

;4 按染色强度评分
:
不着色为 0

,

淡黄色为 1
,

棕黄

色为 2
,

棕褐色为 3
。

阳性细胞数评分乘以染色强度

评分为乘积分数
,

将乘积分数分为 4 个等级
: 一 ( 0

,

l
,

2 ) ; + ( 3
,

4 ) ; + + ( 6
,

8 ) ; + + + ( 9
,

12 )
。

1
.

4 肝癌组织中 M T I一M M P m R N A 检测

将 34 例肝癌手术标本 ( 12 例小肝癌
,

22 例大

肝癌 )分别取 5 0 m g 组织加人 1 m L T ir z o l
,

按试剂

说明书提取组织总 R N A 后测定浓度及纯度
。

每例

标本取总 R N A S 林g 逆转录合成
。 DN A

。

取 2 林L

c D N A 加人双引物同管扩增
,

总反应体系为 50 林oL

P C R 反应条件如下
: 9 4 ℃预变性 5 m i n ; 9 4 ℃ 5 0

s 、

5 7 ℃ 1 m i n
、

7 2 ℃ 1 m i n 进行 3 0 个循环 ; 7 2 ℃延

伸 or m in
。

产物于 20 留L 琼脂糖凝胶电泳后染色
、

摄片
,

用德国 BI A s .2 0 全自动图象分析系统进行灰

度扫描
,

将 M IT
一 M M P 与 G A PD H 电泳条带的平均

光密度和 面积乘积 的相对 比值作 为 MT I 一M MP

m RN A 的相对表达量
。

1
.

5 统计学分析

数据采用 SSP S 11
.

0 统计软件处理
。

两组样本

间均数比较采用独立样本 : 检验 ;计数资料的比较

采用丫检验 ; 变量之间采用 S p ea mr an 等级相关分

析研究其相关性
。

P< .0 05 即认为有统计学意义
。

2 结 果

2
.

1 M T I一M M P 在肝癌中的表达

M T I 一M M P 免疫组化阳性定位于肿瘤细胞和

瘤旁肝细胞的胞膜及胞浆 (图 l )
。

对 M IT 一 M M P 蛋

图 1

iF g
.

1

P o s i t i v e

t u m o r e e l l

M T I一M M P 蛋白在肝福组织中的表达

s t al n i n g w a s

o f M T I一M M P P or et in in H C C

lo e a t e d i n th e m e

lbn arn
e an d e

yt
o p las m o f
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白在大
、

小肝癌组织 中的表达水平进行 才检验
,

二

者差异具有统计学意义 (表 1 )
。

3 讨 论

表 1 M IT
一M M P 蛋白在大

、

小肝癌组织中的表达

T ab l e 1 E x Per
s s

i
o n of M T I

一M M P Por et i
n i n s m all H CC an d

ad
v a l l e e d H CC n

(% )

MT I
一MMP mP

t e i
n

几 一 + + + + + +几 一 + + + + 十+

Sm al l

Ad v a n e e d

4 0 2 3 (58 ) 14 (35 ) 2 (5 ) l (2 )

53 1 8 (34 ) 16 (30 ) 10 ( 19 ) 9 ( 17 )
12

.

105 0
.

X() 7

半定量 RT一 PC R 实验结果显示
,

22 例大肝癌

及 12 例小肝癌组织均可见 M IT
一M M P m R N A 的表

达 (图 2 )
。

对 M T I 一M M P m RN A 在大
、

小肝癌组织

中的表达水平进行独立样本 t 检验
,

结果表明二者

差异无统计学意义 ( t
= 一.0 4 07

,

凡 .0 693 )
。

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 1 1 2 13 14

C A P DH

M T I
一
M M

图 2 M T I一M M P nl 丑N A 在肝福组织中的表达

iF g
·

2 E x P r 侧弥 i o n o f M T I一M M P m R N A i n H C C

M : m肚 ke r ; 肠 n e l一 8: S H C C ;
肠

n e g 一 14 : a d v an e e d HC C

GAP DN : 3 2 0 b p ; M T I一 M M P : 17 2 b p

.2 2 M T I一MM P 蛋白表达与浸润
、

转移的关系

Spe ~ an 等级相关分析结果表明
,

M IT
一M M P

蛋白表达水平与肝癌浸润及转移之间均呈正相关

关系 (表 2 )
。

表 2
树

1一 M MP 蛋白表达与肝癌浸润
、

转移之间相关分析

T
a b le 2 R e la it o n s hi p be tw e e n M T I 一M M P e x Per s s i o n

an d

t u m or b iol o

ig
e al b e h a v

i
o r

M T I一 M MP 帅 te i
n

0
.

2 39 0
.

0 2 1

199 4 年 aS ot 等川首次克隆鉴定了膜型基质金

属蛋白酶家族的第一个成员 M IT
一M M P

,

随着分子

医学的进展
,

现已知的 M T一 M M P 有 6 种
,

目前认为

创门参与细胞外基质 (
e x tr a e e l l u la r m a

ixtr
,

E e M )降

解
,

在肿瘤侵袭
、

转移过程中发挥极其重要的作用
。

M IT
一M M P 是近年来的研究热点之一

,

该蛋白酶能

激活明胶酶 A ( M M ZP )
,

促进 M M ZP 对基底膜成分

如 W型胶原和层粘蛋白的降解
,

但具体激活机制尚

未明确
。

其可能的机制为川
:
首先 M IT

一M M P 识别

并酶解切割 M M ZP 前肤区域
,

使 M M PZ 转变为中

间活性型
,

然后在纤维蛋白溶酶或自身蛋白水解作

用下形成完全活化型
。

除激活 M M ZP 外
,

最近研

究还认为 M IT
一 M M P 能激活胶原酶皿

,

且能直接

降解多种 E C M 成分
,

如纤维连接蛋白
、

层粘蛋白

等 [4 ]
。

有学者发现
,

细胞表面的组织转谷氨酞胺酶

(ti
s s u e t r a n s g l u t a m i n a s e ,

tT G )作为辅助因子可促使整

合素 印 和 p Z 单体结合
,

MT I 一M M P 可 以裂解

tT G
,

导致整合素解聚
,

从而促进肿瘤细胞的迁移
。

并且
,

M IT
一M M P 还可通过裂解 C D44 分子产生活

性片断
,

影响肿瘤细胞的戮附及运动能力 5[] 。

另外
,

表达 M IT
一 M M P 的肿瘤细胞生长速度快

,

血管丰

富
,

这一现象可能与 M IT
一 M M P 上调 V E G F 的表达

有关仁州
。

M ur ak a
而 等 01[ 发现在高转移性的肝癌细

胞株
,

M IT
一M M P 的表达明显高于低转移性的肝癌

细胞株
,

并且证实肝细胞生长因子能诱导肝癌细胞

株表达 M IT
一 M M P[ ’ 0J

,

显著提高其侵袭能力
。

本研究通过免疫组化及半定量 RT 一 PC R 的方

法从蛋白及 m RN A 水平观察 M IT
一M M P 在大

、

小

肝癌组织中的表达情况
,

结果表明
,

M IT
一M M P 蛋

白在大
、

小肝癌组织中的表达差异显著
,

并且其表

达水平与肿瘤浸润
、

转移之间均呈正相关关系
。

该

结果提示大肝癌瘤细胞的侵袭能力较小肝癌强与

大肝癌高表达 M IT
一M M P 蛋白有关

,

其机制可能是

通过增强肿瘤细胞对 E CM 的降解及肿瘤血管的生

成能力
,

从而促使肿瘤发生浸润和远处转移
。

但本

研究中 M IT
一M M P m R N A 水平的差异在大

、

小肝癌

中并无统计学意义
,

究其原因可能有以下几点
:
本

组 R--T P C R实验病例数较免疫组化病例数少
,

从而

造成统计结果偏差 ;调控 M IT
一 MM P 蛋白异常表达

4or410620
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,

等
.

膜型基质金属蛋白酶
一 1 在肝癌组织中的表达及意义 6 9 5

的关键环节可能是在转录后水平进行
。

eS iik 等
’ ` l

的研究发现 M IT 一M M P 前蛋 白肤的 C 末端具有一

特定的氨基酸序列 ( R x K R )
,

若该序列被相关蛋白

酶切割
,

则能诱导 M IT
一M M F 活化

,

提示 M IT
-

M M P 的调控可能是在转录后水平进行
。

我们的实

验结果印证了上述结论
。

综上所述
,

我们认为 M IT
一 M M P 蛋 白表达增强

是大肝癌生物学行为较小肝癌更为恶性的重要影

响因素
。

如果在肝癌瘤体直径达到 3 c m 之前
,

在转

录后水平对 M IT
一 M M P 进行干扰

,

阻滞肝癌病程的

恶性进展
,

有可能对肝癌患者 的治疗起到积极作

用
。
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